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Description 

La presente invention a pour objet I'utilisation atitre de principe actif dans une composition cosmetique de I'acide 
y-linolenique, ce compose ou la composition etant destine a prevenir les effets du stress oxydatif sur la peau. 
s Particulierement, l'invention a pour objet I'utilisation a titre de principe actif dans une composition cosmetique de 

I'acide y-linotenique, ce compost ou la composition etent destine a prevenir le vieillissement cutane. 

Le role de I'oxydation cellulaire dans le vieillissement cutane, qu'il soit intrinseque ou extrinseque, notamment 
photo-induit, est connu. Ce vieillissement cutan6 se traduit par diffeYents signes cliniques notamment I'apparition de 
ridules et de rides profondes, en augmentation avec Page. Parailleurs, I'apparence de la peau ou du scalp se deteriore. 
10 Le teint de la peau est generalement modifie et il peut exister sur certaines zones des irritations diffuses. Un autre 
signe clinique du vieillissement est Paspect sec et reche de la peau qui est du essentiellement a une desquamation 
plus importante. On constate enfin une perte de fermete et de tonicite de la peau qui, comme pour les rides et les 
ridules, s'explique du moins en partie par une atrophie dermique et epidermique ainsi qu'un aplatissement de Pensem- 
ble derme/epiderme. 

Ainsi, les signes cliniques du vieillissement cutane resultent essentiellement d'un dysfonctionnement des principaux 
mecanismes biologiques intervenant au niveau de la peau. Parmi ces mecanismes biologiques, le stress oxydatif 
contribue largement au phenomene de vieillissement cutane. 

Le stress oxydatif est le resultat d'un d^sequilibre entre d'une part la production d'especes d'oxygene reactives, 
incluant Panion superoxyde, le peroxyde d'hydrogene et le radical hydroxyle, et d'autre part les mecanismes antioxy- 
20 dants de defense cellulaire. Les especes oxygene reactives sont produites durant la respiration, I'inflammation et 
d'autres evenements metaboliques cellulaires. 

Le stress oxydatif est egalement lie a des agents exterieurs comme les rayonnements ultraviolets, la pollution ou 
encore divers agents chimiques avec lesquels la peau peut etre en contact (chlore, produits de nettoyage, etc.). 
La production d'especes d'oxygene reactives provoque des dommages au niveau de PADN, des proteines ou des 
25 lipides. Les cellules ont developpe des mecanismes elabores pour echapper a ces consequences dramatiques comme 
par exemple des enzymes (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase) ou encore des systemes antioxy- 
dants non-enzymatiques. 

II n'en demeure pas moins que le desir de conserver une apparence jeune conduit a la recherche incessante de 
compositions permettant de maintenir ou d'am6liorer I'apparence de la peau. 
so De maniere surprenant et inattendue, la demanderesse a maintenant decouvert que I'acide Y-linolenique peut 

constituer un excellent actif pour prevenir le stress oxydatif. 

II a deja ete propose des compositions associant divers ingredients a de I'acide y-linolenique pour combattre le 
vieillissement cutane. 

Par exemple dans le brevet suedois n°8802243-9, il est propose d'associer I'acide y-linolenique a du trinitrate de 
35 glycerol. Ce dernier compose, decrit comme le compose le plus important de la composition, permet i'oxydation des 
especes d'oxygene reactives, les empechant ainsi de degrader les acides gras polyinsatures des cellules de la peau. 
La composition apporte I'acide y-linolenique pour remplacer les acides gras polyinsatures deja degrades par les es- 
peces d'oxygene reactives. 

Dans la demande de brevet europ^en n°279 1 36, il est propose une composition cosmetique pour retarder le vieillis- 
40 sement de la peau comprenant une premiere composition comportant un actif hydrosoluble et une deuxieme compo- 
sition comportant un principe actif liposoluble. La composition peut en outre contenir des composes sans influence 
directe sur le processus de vieillissement par les radicaux libres comme par exemple de I'acide y-linolenique. 

Ainsi, a la connaissance de la demanderesse il n'a jamais ete propose d'utiliser I'acide y-linolenique comme actif 
pour prevenir les effets des radicaux libres. 
45 Comme il est montre dans les exemples, I'acide y-linolenique a ia propriete de proteger les cellules de la peau du 

stress oxydatif. Ainsi, il est possible par une application prealable d'une composition comprenant une quantite efficace 
d'acide y-linolenique de prevenir les effets des radicaux libres. 

Avantageusement, I'invention a pour objet I'utilisation a titre de principe actif dans une composition cosmetique 
d'une quantite efficace d'acide y-linolenique, ce compose ou la composition etant destine a prevenir les effets du stress 
50 oxydatif sur la peau. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation atitre de principe actif dans une composition cosmetique 
d'une quantite efficace d'acide y-linolenique, ce compose ou la composition etant destine a prevenir le vieillissement 
cutane. 

L'invention a enfin pour objet une composition cosmetique comprenant dans un milieu physioiogiquement accep- 
ts table de I'acide y-linolenique a titre d'actif destine a prevenir les effets du stress oxydatif ou destine a prevenir le 
vieillissement cutane. 

La quantite d'acide y-linolenique contenue dans les compositions de I'invention est bien entendu fonction de I'effet 
recherche et peut done varier dans une large mesure. 
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Pour donner un ordre de grandeur, dans les compositions utilisees selon ['invention I'acide y-linolenique est en 
une proportion comprise entre 0,05% et 10% et preferentiellement comprise entre 1% et 5% en poids par rapport au 
poids de la composition. 

Les compositions utilisables selon ^invention peuvent se presenter sous toutes les formes galeniques normalement 
s utilisees. Preferentiellement, ces compositions sont destinees a etre appliquees sur la peau. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme notamment d'une solution aqueuse, 
alcoolique, hydroalcoolique ou huileuse ou d'une dispersion du type lotion ou s6rum, d'une emulsion de consistance 
liquide ou semi-liquide du type lait, obtenue par dispersion d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou 
inversement (E/H), ou d'une suspension ou d'une emulsion de consistance molle du type creme, mousse ou gel aqueux 
10 ou anhydre, ou encore de microcapsules ou microparticules, ou d'une dispersion vesiculate de type ionique et/ou non 
ionique. Elle peut egalement prendre la forme d'une composition pour aerosol comprenant egalement un agent pro- 
pulseur sous pression. 

La composition est generalement appliquee sur la partie (peau ou muqueuses) atraiter, puis peut etre eventuel- 
lement maintenue en position par une piece (patch) adhesive. La piece adhesive peut permettre une occlusion partielle 
15 ou totale de ia composition sur la partie a traiter. On peut par exemple utiliser, comme pansement adhesif, le produit 
Tegaderm® vendu par les Laboratoires 3M Sante ou, comme piece adhesive, le produit Finn Chambers® vendu par 
la society Promedica. 

Quelle que soit sa forme, cette composition est pr6paree selon les methodes usuelles. 

Les quantites des differents constituants de la composition selon Pinvention sont celles classiquement utilisees 
20 dans les domaines considered. 

Lorsque la composition est une emulsion, la proportion de la phase grasse peut aller de 5 % a 80 % en poids, et 
de preference de 5 % a 50 % en poids par rapport au poids total de la composition. Les huiles, les cires, les emulsion- 
nants et les coemulsionnants utilises dans la composition sous forme d'emulsion sont choisis parmi ceux classiquement 
utilises dans le domaine cosmetique. L'emulsionnant et le coemulsionnant sont presents, dans la composition, en une 
25 proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de preference de 0,5 a 20 % en poids par rapport au poids total de la 
composition. L'emulsion peut, en outre, contenir des vesicules lipidiques. 

Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut representer plus de 90 % du poids 
total de la composition. 

On peut egalement envisager que la composition soit sous forme liposomee, telle que notamment decrite dans la 
30 demande de brevet WO 94/22468 deposee le 1 3 octobre 1 994 par ia societe Anti Cancer Inc. 

Cette composition peut contenir egalement des adjuvants habituels dans le domaine cosmetique, teis que les 
gelifiants hydrophiles ou lipophiles, les additifs hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les sol- 
vants, les parfums, les charges, les filtres, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. Les quantites de ces 
differents adjuvants sont celles classiquement utilisees dans le domaine cosmetique, et par exemple de 0,01 % a 10 
35 % du poids total de la composition. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, 
dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 

Comme huiles ou cires utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles mineraies (huile de vaseline), les huiles 
vegetales (fraction liquide du beurre de karite, huile de tournesol), les huiles animales (perhydrosqualene), les huiles 
de synthese (huile de Purcellin), les huiles ou cires silicones (cyclomethicone) et les huiles fluorees (peril uoropolye- 
40 thers), les cires d'abeiiie, de carnauba ou paraffine. On peut ajouter a ces huiles des alcoois gras et des acides gras 
(acide stearique). 

Comme emulsionnants utilisables dans I'invention, on peut citer par exemple le stearate de glycerol, le polysorbate 
60 et le melange PEG-6/PEG-32/Glycol Stearate vendu sous la denomination de Tefose R 63 par la societe Gattefosse. 

Comme solvants utilisables dans I'invention, on peut citer les alcoois inferieurs, notamment I'ethanol et I'isopropa- 
45 nol, le propylene glycol. 

Comme gelifiants hydrophiles utilisables dans I'invention, on peut citer les polymeres carboxyvinyliques (carbo- 
mer), les copolymeres acryliques tels que les copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les poly- 
saccharides tels que I'hydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les argiles, et, comme gelifiants lipophiles, on 
peut citer les argiles modifiees comme les bentones, les sels metalliques d'acides gras comme les stearates d'alumi- 
50 nium et la silice hydrophobe, ethylcellulose, polyethylene. 

La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiles comme les prolines ou les hydrolysats de proteine, les 
acides amines, les polyols, I'uree, I'allantoTne, les sucres et les derives de sucre, les vitamines hydrosolubles, les 
extraits vegetaux et les hydroxyacides. 

Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le retinol (vitamine A) et ses derives, le tocopherol (vitamine E) et ses 
55 derives, les acides gras essentiels, les ceramides, les huiles essentielles, I'acide salicylique et ses derives. 

Selon I'invention on peut, entre autres, associer I'acide y-linolenique a d'autres agents actifs destines notamment 
a la prevention et/ou au traitement des affections cutanees. Parmi ces agents actifs, on peut citer a titre d'exemple : 



3 



EP 0 891 773 A1 



les agents modulant la differencial ion et/ou la proliferation et/ou la pigmentation cutanee tels que I'acide retinoique 
et ses isomeres, le retinol et ses esters, la vitamine D et ses derives, les oestrogenes teis que I'oestradioi, I'acide 
kojique ou I'hydroquinone ; 

les antibacteriens teis que le phosphate de clindamycine, I'erythromycine ou les antibiotiques de la classe des 
s tetracyclines ; 

les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou ies pyrethrino'fdes ; 

les antifongiques, en particulier les composes appartenant a la classe des imidazoles tels que I'econazole, le 
ketoconazole ou le miconazole ou leurs sels, les composes polyenes, tels que I'amphotericine B, les composes 
de la famille des allylamines, tels que la terbinafine, ou encore I'octopirox ; 

10 - les agents antiviraux tels que ['acyclovir ; 

les agents anti-inflammatoiressteroidiens, tels que l'hydrocortisone, le valerate de betamethasone ou le propionate 
de clobetasol, ou les agents anti-inflammatoires non-sterol'diens teis que i'ibuprofene et ses sels, le diclofenac et 
ses sels, I'acide acetylsalicylique, I'acetaminophene ou I'acide glycyrrhetinique ; S 
les agents anesthesiques tels que le chlorhydrate de lidoca'ine et ses derives ; 

75 - les agents antiprurigineux comme la thenaldine, la trimeprazine ou la cyproheptadine ; 

les agents keratolytiques tels que les acides alpha- et beta- hydroxycarboxyliques ou beta-cetocarboxyliques, 
leurs sels, amides ou esters et plus particulierement les hydroxyacides tels que I'acide glycolique, I'acide lactique, 
I'acide saiicylique, I'acide citrique et de maniere generale les acides de fruits, et I'acide noctanoyl-5-salicylique ; 
les agents anti-radicaux libres, tels que Palpha-tocopheVol ou ses esters, les superoxyde dismutases, certains 

20 chelatants de metaux ou I'acide ascorbique et ses esters ; 

les antiseborrheiques tels que la progesterone ; 
les antipeliiculaires comme I'octopirox ou la pyrithione de zinc ; 
les antiacneiques comme I'acide retinoique ou le peroxyde de benzoyle. 

des substances telles que les antagonistes de substance R de CGRP ou de bradykinine ou les inhibiteurs de NO 
25 synthase, composes decrits comme etant actifs dans le traitement des peaux sensibles et comme presentant des 

effets anti-irritant, en particulier vis a vis de composes irritants eventuellement presents dans les compositions. 

{.'invention a egalement pour objet un procede de traitement cosmetique pour prevenir les effets du stress oxydatif , 
caracterisS par le fait qu'il consiste a appliquer sur la peau une composition cosmetique comprenant une quantite 
30 efficace d'acide y-linolenique, a laisser celle-ci en contact avec la peau, et eventuellement a rincer. 

L'invention a egalement pour objet un procede de traitement cosmetique pour prevenir les effets du vieillissement 
cutane, caracterise par le fait qu'il consiste a appliquer sur la peau une composition cosmetique comprenant une 
quantite efficace d'acide y-linolenique, a laisser celle-ci en contact avec la peau, et eventuellement a rincer. 
Ce traitement cosmetique est applique de maniere preventive. 
35 Les exemples et compositions suivants illustrent l'invention sans la limiter aucunement. Dans les compositions 

les proportions indiquees sont des pourcentages en poids sauf indications contraires. 

Exempie 1 : 

40 Mesure de i'effet protecteur de I'acide y-iinoleYiique sur des fibrobiastes dermiques humains normaux soumis a un 

stress oxydatif: 

Des cultures de fibrobiastes dermiques humains normaux sont realisees selon la methode decrite par Gilchrest 
B. A. dans J. Gerontol., voi.35, pp. 537-541, 1980. 

A J(0) on ensemence des plaques multipuits de type COSTAR a raison de 50000 cellules par puits. Les cellules 
45 sont cultivees dans du milieu MEM Eagle (GIBCO) contenant 10% de serum de veau foetal, 2 mM de L-glutamine, 
1% acides amines non essentiels, 1 mM pyruvate de sodium et 1% d'un melange antibiotiques/antimicotiques vendu 
par la societe GIBCO. 

A J(+1 ) le milieu de culture est remplace par du milieu MEM sans serum de veau foetal contenant ou ne contenant 
pas (temoin) la substance a tester. 
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Traitement 



Des solutions d'acides gras essentiels sont prepares dans des solutions a 0.1 % d'albumine humaine. 
Les solutions meres sont a 2. 10' 3 M , la dilution minimale est a 10' 4 M dans le milieu de culture sans serum de veau 
55 foetal. \ 

L'addition de vitamine E a 30 uJvl final permet d'eviter les problemes d'autooxydation des acides gras. 
Les cellules sont traitees 3 jours sans changement de milieu. 

Un stress oxydatif est induit a J(+4). 
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Pour cela, le milieu de culture est retire et les plaques sont rincees avec du tampon phosphate salin (PBS). 

50% des puits sont traites par une solution de terbutyl hydroperoxyde (TBH) a 10" 4 M, les 2 autres puits etant laisses 

en PBS et Plncubation se poursuit pendant une heure dans un incubateur a 37°C en atmosphere contenant 5% de C0 2 . 

s Determination de la viabilite cellulaire 

Au bout d'une heure, les plaques sont rincees 3 fois au PBS pour enlever toute trace de TBH. 
Une solution mere de rouge neutre a 4 mg/l est dilute au 1/40 dans un milieu minimum (MEM de marque GIBCO). La 
solution diluee est placee 1h au bain marie a 37°C pour une bonne dissolution puis filtree sur 0.22 u.m pour eliminer 
10 les cristaux residuels. 

La solution ainsi preparee est ajoutee sur les cellules et les plaques sont mises a Pincubateur a 37°C en atmosphere 
contenant 5% de C0 2 pour 3 h. 

Apres incubation les plaques sont videes de leur milieu et rincees au PBS. Une solution a 0.4% de formaldehyde et 
1% de chiorure de calcium dans de I'eau est ajoutee dans chaque puits pour une duree de 1 minute. 
15 On remplace alors cette solution par une solution a 49% d'ethanol pur dans I'eau et 1% d'acide acetique glacial. 

On laisse la coloration se developper 30 mn a temperature ambiante et on lit les plaques au spectrophotometre a 540 
nm. 

Calcul du % de protection 

20 

Pour chaque condition (traite ou temoin), le calcul est effectue de la maniere suivante : 

Proportion de cellules stressees : rapport de la moyenne des densites optiques mesurees pour les puits traites 
sur la moyenne des densites optiques mesurees pour les puits non traites. 

Pourcentage de resistance : Proportion de cellules stressees dans I'essai sur proportion de cellules stressees 
25 dans le temoin x 100 

Par ce calcul, le temoin est considere a 100 % de protection contre le stress oxydatif et les produits presentent 
un eftet protecteur superieur ou inferieur au temoin. 

Ftesultats 

30 



a. Comparaison de I'activite de divers acides gras essentiqls 


Type de traitement 


Pourcentage de resistance 


Temoin* 


100 


Acide Arachidonique 10 u.M 


95 


Acide Linoleique 10 uA/l 


100 


Acide y-Linolenique 1 0 uJvl 


124 



*sans acide gras essentiel. 



Conclusion : Seul I'Acide y-Linolenique dans les conditions de I'essai augmente la resistance au stress oxydatif. 



b. Effet dose de I'acide Y-iinolenique : 


Doses d'acide y-linolenique en uJvl 


Pourcentage de resistance 


| Temoin * 


100 


0,01 


123 


0,1 


130 


1 


119 


10 


121 


100 


95 



*sans acide gras essentiel. 



Conclusion : I'Acide Y-Linolenique presente un effet maximum a 0,1 uM 
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sc. Essais comparatif avec des agents connus pour leur propriety de protecteurs de I'oxydation, 


Type de traitement 


Pourcentage de resistance 


Acide y-Linolenique 0,1 jiM 


112 


Temoin* 


100 


N-Acetyl cysteine 10 u.M 


94 


N-Acetyl cysteine 1 00 u.M 


1Q3 


N-Acetyl cysteine 1 mM 


107 


Glutathion 10 uJvl 


95 


Glutathion 100 M-M 


93 


Glutathion 1 mM 


100 


Vitamine E 10 u.M 


112 


Vitamine E 1 00 jiM 


107 


Vitamine E1 mM 


111 


Pyrrolidine dithiocarbamate 20u.M 


97 


Pyrrolidine dithiocarbamate 100 u.M 


112 



*sans acide gras esse n tie I. 



Conclusion : L'acide y-Linolenique presente un effet protecteur du stress oxydatif comparable a celui de molecules 
reconnues comme anti-oxydants de reference. 

Exemple 2 : Exemples de formulations illustrant les compositions selon I'invention. Ces compositions ont ete ob- 
tenues par simple melange des differents composants. 



Composition 1 : Creme de nuit : 


Acide y-linolenique 


5,0% 


Transcutanol 


0,1% 


Propylene glycol 


0,5% 


Alcool 


10,0% 


Eau 


qsp 1 00% 



Cette composition est appliquee quotidiennement le soir sur la peau afin d'obtenir un effet preventif du stress 
oxydatif induit par les agressions subies dans la journee par la peau. 

Composition 2 : Patch antiride : 

Le patch auto-adhesif contient 1% d'acide y-Nnolenique immobilise. 
Le patch est applique quotidiennement le soir sur une zone ridee. 



Revendications 

50 1. Utilisation a titre de principe actif dans une composition cosmetique d'une quantite efficace d'acide y-iinolenique, 
ce compose ou la composition etant destine a prevenir les effets du stress oxydatif sur la peau. 

\ 

2. Utilisation selon ia revendication 1 , caracterise en ce que le compose ou la composition est destine a prevenir le 
vieillissement cutane. 
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3. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisee par le fait que I'acide y-linolenique 
est en une proportion comprise entre 0,05% et 10% en poids par rapport au poids de la composition. 
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Utilisation selon la revendication precedente, caracterisee par le fait que I'acide y-linolenique est en une proportion 
comprise entre 1% et 5% en poids par rapport au poids de la composition. 

Procede de traitement cosmetique pour prevenir les effets du stress oxydatif , caracterise par le fait que Ton applique 
sur la peau une composition cosmetique telle que definie dans les revendications 1 a 4. 

Procede de traitement cosmetique selon la revendication 5, pour prevenir le vieillissement cutane\ 

Composition cosmetique comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable de I'acide y-linolenique atitre 
d'actif, destinee a prevenir les effets du stress oxydatif sur la peau. 

Composition cosmetique selon !a revendication 7, destinee a prevenir le vieillisserhent cutane. 
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